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Deoxyribonucleic acid (DNA) encoding a
pan-major histocompatibility complex class II
peptide analogue augmented antigen-specific
cellular immunity and suppressive effects on
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ClassⅡpeptide Anal0gue AugmentedAntigen－SPeCific CellularImmunity and
SuppressiveE肋ctsonTumorGrowthElicitedbyDNAVaccineImmunotherapy
（Pan－MH亡クラスⅡペプチドアナログDNAによる腫瘍抗原DNAワクチン増
強効果）
【目的】
悪性腫癖に対する治療には手術療法、放射線療法、化学療法などがあるが、近年、第四の
治療法として癌免疫療法が注目され精力的に研究が行われている。その中で、我々は腫瘍抗
原DNAワクチン療法に注目した。DNAワクチンは腫瘍抗原DNAを含むプラスミドDNAを
直接、生体に接種して抗腫瘍免疫応答を賦括させるものである。DNAワクチンは数々の利点
を有するが、一方でDNAワクチンによって誘導される抗腫癖免疫応答は弱く、担癌個体の治
療モデルでは腫瘍抑制効果は不十分である。抗原特異的な細胞性或いは液性免疫応答を誘導
する際にヘルパーT細胞は重要な役割を果たすが、我々は腫瘍抗原DNAワクチンにおいても
ベルパーT細胞を括性化することで抗原特異的免疫応答が活性化され抗腫瘍効果が増強され
ないかと考えた。そこで注目したのがPan－lAペプチド（50V54A）で．これは鳩のチトクローム
C由来の16個のアミノ酸からなるペプチドを改変した合成ペプチドである。本ペプチドはマ
ウスにおいて広範囲のMHCクラスⅡ分子に結合し、ヘルパーT細胞の機能を活性化させると
報告されている。本研究において我々はPan－IAペプチドをコードするDNAを腫瘍抗原DNA
にワクチンに併用することでベルパーT細胞機能が括性化され抗腫瘍効果が増強するかマウ
スモデルで検討した。
【方法】
（1）DNAワクチンによって誘導される抗原特異的免疫応答の解析
仮想症抗原として鶏卵白アルブミン・オブアルブミン（Ovalubumin，0VA）を用いた。OVA
cDNAまたPan－IAペプチドをコードするDNAをpcDNA3．1のマルチプルクローニングサイ
トに組み込んだものをDNAワクチンとした。6－8週齢の雌C57BU6マウスの大腿部に0VA
DNAとPan－IADNA各々100帽を筋肉内投与した。対象として0VADNAlOO帽のみ、コン
トロールDNA＋pan－IADNA各々100LLg、コントロールDNAlOOLLgのみ接種した群などを置い
た。DNAワクチン接種は2週おきに2回行い、最終免疫から2週後に血清中の0VAに対す
る抗体価をEuSA法で測定した。免疫マウス牌細胞の0VA抗原に対する反応性は3Hチミジ
ンを用いた細胞増殖試験で、0VA発現腫瘍細胞に対する細胞傷害性は51cr遊離試験で評価し
た。
（2）担癌マウスに対する腫瘍縮小効果の検討
6－8週齢の雌C57BU6マウスの側腹部に0VA発現腫瘍細胞（EG7）を2〉く105個、皮下移植し
7日後、腫瘍径が5－6mmに達したのを確認し、OVADNAとPan一肌DNA各々100帽を同側
大腿部に筋肉内接種した。ワクチン接種は2週おきに2回行い、この間、腫瘍径を測定した。
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（3）エフェクター細胞、腫瘍浸潤リンパ球の機能解析
DNAワクチンにより腫瘍が縮小したマウスでは肺臓を摘出し、脾細胞中のCD4陽性また
はCD8陽性細胞をin vitroで除去した後、細胞増殖試験、細胞傷害試験を行いエフェクター
細胞の解析をした。6－8週齢の雌C57BlJ6マウスの側腹部に0VA発現腫瘍柵胞（E．G7）を5×
105個、皮下移植し10日後、腫瘍の生者を確認し0VADNAとPan－IADNA各々100LLgを同
側大腿部に筋肉内接種した。7日後、腫瘍を摘出し、組織中のインターフェロンγ陽性CD4
陽性またはCD8陽性細胞を蛍光顕微鏡で観察した。また腫瘍浸潤リンパ球の内、0VA特異
的細胞傷害性Tリンパ球の割合をテトラマーを用いたフローサイトメトリーで解析した。
【結果】
（1）0VADNAで免疫したマウスの血嘩中には0VAに対する抗体価の上昇を認めたがPan－IA
DNA共接確による抗体産生の増強効果は認めなかった。免疫マウス牌細胞の標的抗原に対す
る反応増殖性及び標的細胞に対する細胞傷害性は0VADNA＋Pan＿IADNA群で他群に比べて
有意に増強していた。
（2）担癌マウスに対する腫瘍縮小効果は0VADNA＋Pan－IADNA共接種群でのみ認めた。同
群では9匹中6匹のマウス（66．7％）で腫瘍は完全に消失し生存期間は他群に比べ有意に延長
した。
（3）0VADNA＋Pan一肌DNA共接種群で腫瘍が完全に消失したマウスでは標的細胞に対する
反応性及び細胞傷害性にはCD8陽性細胞が関与していた。OVADNA＋Pan－lADNA共接種群
では腫瘍組織内にはインターフェロンTを産生するCD4陽性またはCD8陽性細胞が他群に
比べ著明に増加していた。また腫瘍浸潤リンパ球のうち0VA特異的細胞傷害性Tリンパ球
の割合は0VADNA＋Pan－IADNA共接種群で他群に比べ有意に増加していた。
【考察】
OVADNAにPqn一mDNAを共棲確することで1型ヘルパーT細胞機能が活性化され抗原特
異的な細胞性免疫応答が誘導された。誘導された抗腫瘍免疫応答は担痺マウスの腫瘍を消失
させるほど強力なものであり、エフェクター細胞はCD8陽性細胞であった。この背景には1）
0VADNA＋Pan＿lADNAの共接種でCD4陽性細胞が活性化されインターフェロンJrの産生が
先進し、これによって0VA特異的細胞傷害性T細胞の誘導が増強した。2）腫瘍組織内のCD4
陽性またCD8陰性細胞の産生するインターフェロンTが増加し、これにより抗腫瘍効果はさ
らに増強した、の2点が考えられた。
【結論】
腫瘍抗原DNAワクチンにPan－IADNAを共接種することでヘルパーT細胞機能が悟性化さ
れ抗腫瘍効果が増強した。本マウスモデルは今後のDNAワクチンを用いた癌免疫療法の開発
に有用であると思われる。
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（学位論文審査の結果の要旨）
腫瘍抗原DNAワクチンを用いた癌免疫療法において、いかにその抗腫瘍効果を高めるかが課
題となっている。本研究は、Pan・IAペプチド（50V54A）がマウスで広範囲のMHC classII分
子に結合しヘルパーT細胞機能を活性化することに着目し、Pan・IAペプチドをコードするDNA
を腫瘍抗原DNAワクチンに併用することによる抗腫瘍効果の増強作用を、Ovalbumin（0VA）
を仮想癌抗原とした実験モデルで検討したものである。
その結果、
1）0VA－DNA＋Pan・IADNA共接種により、牌細胞の0VAに対する反応増殖性及び0VA発現
腫瘍細胞（E．G7）に対する細胞傷害性が増強すること
2）E．G了を皮下移植した担癌マウスへの抗腫瘍効果が共接種で得られ（66．7％で腫瘍が完全に消
失）、生存期間が有意に延長すること
3）共接種によって腫瘍が消失したマウスにおいて、牌細胞の標的細胞反応性と細胞傷害性に
CI）8陽性細胞が関与し、腫瘍組織内にインターフェロンγ産生CD4陽性細胞・CD8陽性細
胞が増加し、腫瘍浸潤リンパ球中の0VA特異的細胞傷害性T細胞の割合が増加すること
を明らかにした。
本研究は、DNAワクチンにPan－IADNAを共接種することで1型ヘルパーT細胞機能が活性
化され抗原特異的な細胞性免疫応答が誘導されることを示したものであり、今後のDNAワクチ
ンによる癌免疫療法の開発に大きく寄与するものと考えられ、博士（医学）の学位を授与するに
値すると認める。
（平成／7年2月2夕日）
